PCT 



ORGANISATION MONDIALE DE LA ntOPRIETE INTELLECTUELUS 
Boicau intonatianal 




DEMANDE IhTTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAHB DB COOraUHON EN MAIIERE DE BREVETS (PCI) 



(51) OassificetioD intanatioiiale des brevets ^ : 
GOIN 53/542, 33/58 



Al 



ai}NunitedepiibBcfttloniiitaiiatio^ WO 99AS896 
(43) Date de pubHcatloii intcniatioiiale: ler 8vn1 1999 (01 MS9) 



(21) Num^ de la demande iotematkmale: PCT/FR98/0I976 

(22) Date de d^t international: 16 septemtRC 1998 (t6J)9i») 



(30) Donn&s relatives d la priority: 

97/1 1721 19 scptcmbit 1997 (I9J09.97) FR 



(71) D^posant (pour toia Us Etats <Usignh saitf US): OS BIO 
INTERNATIONAL (FR/FR); RJ^. 306. F-9J400 Saclay 
(FR). 

(72) loveoteura; et 

(75) Inventeure/D^posants (US stuUmemji MAIHIS, Gerard 
[FR/FR]; 17, impasse dc la ClapclJc des Ladres. F^30200 
Bagnols sur Ctec (FR). TRINQUET, Eric [FR/FRJ; Chcmm 
Cohimbia, F-30150 Poni Saint Esprit (FR). PREAUDAT, 
Maic (FR/FR); Cidcx 1200. F-30330 Connaux (FR). 

(74) Mandataires: GILLARD. Marie-Lauisc etc; Cabinet Beau de 
Lom6nic. 158. rue de fUniveisitf. F-75340 Paris Gedex 07 
(FR). 



(81) Etats d&i^i^ JP. US. brevet euiop6en (AT, BE, CH. CY. 
DE, DK, ES, Fl. FR, GB, OR, IE, IT, LU, MC. NL, PT. 

SE). 



Public 



Av€C rapport dt recherche wtemasionak. 



(54) Tide: HOMOGENEOUS METHOD FOR OElECnNG ANDTOR IKBTERMININO PH0SPH0RYLATO4G ACTIVmr IN A 
BIOLOGICAL MATERIAL 

(54) Tltre: METHODE HOMOGENE POUR LA DEIECBON EITOU LA DEIERMD^ATION DB L'ACITVnB PHOSPHORYUNTE 
D'UN MATERIEL BIOLOGIQUE 



(57) Abstract 



The invention conccms a novel hompgoieous mediod for detecting and^or determining the pbospboiylation (or phosphoiylating 
activity) of a biological materia) with respect to a substrate oontaintng tyrosine and/or serine and^or threonine, and a kit for inqdenienting 
said mediod. 



(57)Abr<g^ 

L' invention conceme une nouvelle m6dK)de homogte pour )a detection et^oo la d6teimination de ractWit6 de |d)osphoiyIation (ou 
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Mfethode homooene oour la dfetection et/ou la determination de factivite 

phosphofYtante d'un materiel bjoloqique. 

L'invention conceme une nouvelie methode homogene pour la 

d6tection et/ou la determination de i'adivitd de phosphorylation (ou aclivit6 
5 phosphoryfante) d'un matdriel biologique d regard d'un substrat contenant de la 

tyrosine et/ou de la serine et/ou de la threonine, ainsi qu*un kit pour la mise en 

oeuvre de cette methode. 

La phosphorylation de molteules biologiques telles que des peptides 

ou des proteines par des kinases est un mteanisme biologique majeur de 
10 regulation du mStabolisme cellulaire. 

La plupart des enzymes poss6dant une acfi^t6 de phosphorylation ont 

un Km (constante de Michaelis) trte 6leve (gSneralement compris entre 10^ et 

^0r^ M) et un tres faible rendement de conversion (entre 5% et 0,001% des 

sites actifs du substrat sont phosphoryl6s). 
15 Dans ces conditions, la detection de la phosphorylation d*un substrat 

n'est possible que si les sites actifs sont presents en large excds pendant la 

reaction. Ce large exces en sites actifs peut §tre obtenu soit en utilisant des 

concentrations eievtes en substrat (si celui-ci a peu de sites actifs), soit en 

choisissant un substrat possedant de nombreux sites de phosphorylation. 
20 Les mecanismes de phosphorylatton ont jusqu'd maintenant 6X6 

gendralement etudi6s par des m6thodes de detection heterogenes radioactives 

ou enzymatiques. 

Dans ce type de methodes, la detection de la phosphorylation du substrat 
fixe sur une phase solide se fait soit par la mesure de rincorporation de 32p 
25 dans le substrat enzymatque. soit par I'utilisation d'un anticorps marque (traceur 
isotopique. enzymatique ou fluorescent) dirige contre le site de phosphorylatkm. 

Ce type d'essai pemnet la fixation d*une grande quantite de substrat sur 
la phase solide et done la detection de la phosphorylatton memo lorsque le 
substrat ne possdde qu'un faible nombre de sites actifs, mais presente 
30 neanmoins des inconvenients majeurs, i savoir : 

- rutilisation frequente de marqueurs isotopiques, 

• la necessite de processus de separation entre les differentes etapes 
de I'essai pour eliminer les reactifs en exces, et 



• 
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- la necessiU de maltriser les processus de c capture s du substrat 
(comme par exempts lorsqu'on uSIise una plaque comportant de favidine a>fec 
un substrat biotine). 

Dans le cas d'une mithode homogene, D est souvent n6cessaire qua la 
5 ooncentrafion du substrat soit 6lev6e pour generer sufRsammenl de substrat 
phosphoryl6 d detecter. II devient alors difficOe de capturer la totaStd du substrat 
car cela ndcessKerait une quantity importante de reacBf, ce qui, si le readif est 
fluorescent, presents {'inconvenient de generer un bniit de fond sp6dfique 
6lev6. 

10 On a maintenant trouve qu'il 6tait possible de detecter la 

phosphorylation d*un substrat a Fatde tfune methode homogene dans laquelle 
on utilise une molecule porteuse luminescente a laquelle smt couples de 
maniere covalente une . plurality de substrats. Apr6s la reaction enzymatique de 
phosphorylation, la quantity de substrat phosphoryle est j^y&ie par la mesure 

15 du signal 6mis par la molecule porteuse luminescente et genera par transfert 
tfenergie d*un recepteur specifique du substrat phosphoryle marque par une 
molecule luminescente. 

Cette methode est particulierement utile pour mesurer la 
phosphorylation de molecules d'int^ret biologique, telles que par exemple des 

20 peptides, des polypeptides, des proteines ou des nudeotides, dans des 
processus naturels ou pathologique, ou tors de precedes de synthese comme 
par exemple la synthese d*acides nudeiques ou de proteines. 

Dans un premier aspect, {'invention a done pour objet une methode 
homogtoe pour la detection et/ou la detemunation de factivite phosphorylante 

25 d'un materiel biologique & regard d'un substrat contenant de la tyrosine et/ou de 
la serine et/ou de la threonine, caract^riste en ce que ledrt materiel biologique 
est rrus en contact avec une plurality de peptides ou de polypeptides contenant 
de la tyrosine et/ou de la serine et/ou de la threonine, identiques ou differents. 
lies de maniere covalente a une molecule porteuse. en presence d'une source 

30 de phosphate non radiomarque et des recepteurs spddfiques desdits peptides 
ou polypeptides phosphoryl^s, et en ce que la detection et/ou la determination 
de factivite phosphorylante est effectu^e par mesure d'un signal d'emission, 
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ledit Signal tfSmission resultant d*une interaction entre ladtte mol6cule porteuse 
constitute par une moiteule luminesoente ou una molecule non luminescente 
Me d au moins un marqueur luminescent ou un modulateur du signal Remission 
et lesdits recepteurs sptoTiques li§s a au moins un marqueur luminescent ou un 
5 modulateur du signal d'dmisston. 

Par « marqueur luminescent s>, on entend une molecule luminescente 
utilis6e pour detecter finteraction entre la molecule porteuse et le rdcepteur 
spddfique. 

Par « modulateur du signal Remission on entend une molecule qui, 
10 lorsqu'elle est pr6sente d proximity d'une molecule luminescente, modifie les 
caracteristiques du signal d'^mission de celle-ci. 

Selon les molecules utilisees respectivement comme molecule porteuse 
et comme recepteur sp^dfique et selon le mecanisme de leur interaction, un 
meme compos6 luminescent peut jouer le role de marqueur luminescent ou de 
15 modulateur du signal d'imission. 

Ledit modulateur peut §tre une molecule luminescente, par exemple 
une moltoile luminescente donneur ou aocepteur, ou une molteule non 
luminescente, par exemple un atome de nombre atomique ou une 
molecule oontenant un tel atome oomme dtoit par exemple dans la demande 
20 EP 0 232 348, ou encore des composes marqueurs de spin. 
Lz molecule porteuse peut etre : 

- soit une molecule luminescente ayant un poids moltailaire 6lev6, de 
rordre de phisieurs dizsunes de kdaKons, comme par exemple une moltoile 
fluorescente telle que rallophycyanine ou la C phycoc^anine ; 

25 • soit une moltoile non luminescente, comme par exemple la 

thyroglobuline, Ii6e a au moins un marqueur luminescent ou a au moins un 
modulateur du signal d'^mission ; 

* soit un solide disperse iuminescent ayant une surface suffisante pour 
fixer une pluraRte de peptides ou polypeptides substrats ; 

30 - soit un solide disperse non luminescent ayant une surface sufTisante 

pour fixer une pturalitd de peptides ou polypeptides substrats, Ii6 d au moins un 
marqueur luminescent ou d au moins un modulateur du signal d'6mission. 
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La molecule porteuse peut done dtre soit une mol6cule luminescente 
aooepteur, soit une molecule non luminescente Itee ci au moins un marqueur 
luminescent ou a au moins un modulateurdu signal d' Emission. 

Dans la suite de la description, on emploiera sans distinction les temtes 
5 « molecule » ou cc compost 9 pour qualifier les marqueurs luminescents ou les 
modulateurs n6s i la molteule porteuse ou au r6cepteur sp^dfique. 

Dans un aspect avantageux, la molecule porteuse est soit une 
molecule fluorescente accepteur, sdt une molecule fluorescente donneur. soit 
une molecule non fluorescente liee d au moins un compose fluorescent 
10 accepteur, ou i au moins un compos6 fluorescent donneur. 

Avantageusement, te marqueur luminescent ou le modulateur du signal 
Admission lie S chacun des recepteurs specifiques du ou des peptide(s) ou 
pclypeptide(s) phosphoryl6(s) peut etre une molecule fluorescente donneur ou 
accepteur. 

15 Dans un aspect pr6f§re» la detection et/ou la determination de ractivit6 

de phosphorylation est effectu§e par mesure du signal tfSmission resultant du 
transfer! d'6nergle non radiatif entre la molteule porteuse et les marqueurs 
luminescents ou les modulateurs du signal d'^misston ri6s aux recepteurs 
spSdflques des peptides ou polypeptides phosphoryl6s. 

20 Ainsi. le signal Remission lumineuse permettant la detection et/ou la 

determination de I'activite phosphorylante recherchee peut etre g6n6r6 soit par 
transfert d*6nergie non radiatif des marqueurs luminescents ou des modulateurs 
du signal d'6mission Ii6s aux recepteurs sp6dfiques d la molteule porteuse. soit 
inversement par transfert d*6nergie non radiatif des marqueurs luminescents ou 

25 des modulateurs du signal d'emissioh de la molecule porteuse aux marqueurs 
luminescents lies aux recepteurs specifiques. 

Par transfert d'6nergie entre la molecule porteuse et les molecules 
luminescentes marqueurs ou les modulateurs du signal d'6mission li^s aux 
recepteurs sp6dfiques des peptides ou polypeptides phosphoryies". on entend 

30 done les 2 types de m^canismes d-dessus. 
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Le transfert (f energie non radiatif, dont le prindpe est notamment d6crit 
dans CMathis et aL. Clin. Chem.. 1993. 39. 1953-1959 est rgafisi lorsque les 
conditions suivantes sont remplies : 

- d'une part le composd accepteur poss^de un spectre d'absorption qui 
5 recouvre au moins paitellement le spectre d'emission du donneur et pr6sente 
une absort>ahce molaire 6lev§e dans cette zone de recouvrement, et un spectre 
d'Smission dans une gamme de longueur d'ondes ou le donneur pr6sente une 
Mission intrinseque faible ; 

* d'autre part, i'accepteur et le donneur se situent i proximity I'un de 

10 rautre. 

La quantity de peptides ou de polypeptides li§s de mani§re covalente a 
la molecule iuminescente porteuse peut etre tfenviron 2 a 1000 par molecule 
luminescente porteuse. 

Les ricepteurs spedfiques des peptides ou polypeptides phosphoryl6s 
15 peuvent dtre par exemple choisi parmi les anticorps monodonaux ou 
polydonaux. 

Dans un aspect pr6f6r6. le compose luminescent Re au r§cepteur 

spSdfique du ou des pept*de(s) ou polypeptide(s) phosphoryle(s) ou k la 

molecule porteuse. en tant que marqueur luminescent ou de modulateur du 
20 signal d'^mission selon le mecanisme de I'Meradion entre ladite molteule 

porteuse et ledit recepteur spedfique. est un chelate, un cryptate ou un 

complexe macro^dique dion terra rare. 

Dans la suite de la description, les termes "chelate", et "cryptate" ainst 

que la nomendature des maoocydes et polycydes utilisables sont tels que 
25 d6finis par J.M.Lehn dans Struct Bonding (Berlin), 16, 1 1973 et dans Ace 

Chem. Res..11,49 (1979). 

Ledit compos6 fluorescent donneur est de preference un cryptate de 

ten-e rare choisi de preference panni les cryptates de terbium, d'europium. de 

samarium ou de dysprosium. 
30 Selon un aspect pr6f6r§. ledit cryptate de terre rare est constitud d'au 

moins un sef de terre rare complexd par un compost maoopolycydique de 

formule 
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dans laquelle Z est un atome ayant 3 ou 4 valences, R est rien ou reprteente 
rhydrogdne, le groupe hydroxy, un groupe amino ou un radical 

hydrocart)on6, les radicaux bivalents ©, @ et © . sont independamment fun 
5 da rautre des chaines hydrocarbon^es qui contiennent eventuellement un ou 
plusieurs h6t§roatomes et sont Eventuellement interrompues par un 

h6t6romacrDcycie, au mains Fun des radicaux @ , (§) et © comportant de plus 
au moins un motif moltojiaire ou 6tant essentiellement constitue par un motif 
molEcuIaire, ledit motif mol§culaire poss6dant une energie de triplet sup6rieure 

10 a celle du niveau emissif de Tton de terre rare complex^. 

De preference, il s'agit d'un cryptate de formule (I) ci-dessus dans 
laquelle le motif moleculaire est choisi parmi la ph§nanthroline. fanthracine, le 
benzene, le naphtal^e. les bi- et ter-phSnyle. fazobenzEne, razopyridine, la 
pyridine, les bipyridines, les bisquinoleines et les composes de fonnules d- 

15 apr&s : 

- C2H4 • X| - C6H4 • X2 - C2H4 - 

" C2H4 - Xt • CH2 - C6H4 - CH2 - Xj - C2H4 - 
Xi et X2 pouvant Stre idenfiques ou differents d6signent foxygftne, Pazote ou le 
soufire, 

20 
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X 6tant I'oxygene ou rhydrogine. 

Dans un aspect avantageux, le compost fluorescent est un cryptate de 
terra rare constitu6 de Hon tert>ium ou europium complex^ par Fun des 
5 composes macrocycliques ci-aprds : 

(22)ph^anthroline ; (22)ph6nanthroline amide; (22)anthrac6ne ; 
(22)anthrac^ amide; (22)bhisoquinoleine ; (22)biph6nyi-bls-pyridine ; 
(22)bipyridir)e ; (22)bhpyridine amide ; les macropolycydes tris-bipyridine» tris- 
phdnanthroline. ph6r)anthroKne-bis-bipyridme, bi-i5oquinol6ine-bis-bipyridine, 
10 bis^ripyridinediphenylbipyridine. 

Un compost fluorescent particulierement avantageux est le cryptate 
d'europium Eu tris bipyridine. 

De tets composes sont par exempte ddcrits dans le brevet EP 180 492. 

On peut 6galement utiliser des composes macrocycliques oomplexant 
15 des ions de terre rare dans lesquets le motif moleculaire est choisi parmi les 
bipyrazines, les bipyrimidines et les heterocydes azotes comportant des 
groupes N-oxydes. 

Des composes macrocycliques a unites bipyrazines sont dtoits dans 
F. Bodar-Houillon et al.. New J. Chem., 1996. 20, 1041-1045. 
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Des composes maoocydiques d unrt§s bipyrimidines sont dtoits dans 
J. M. Lehn et al.. Hek Chim. Acta. 1992. 75. 1221. 

Des composes maoocydiques comprenant des h6t6rocydes azotes 
comportant des groupes N-oxydes sont droits dans J.M. Lehn et al., Helv. 
5 Chim. Acta. 1991, 74. 572 et dans le brevet EP 0 601 113. 

Le oyptate de tenre rare utnis6 comme compost fluorescent donneur 
peut 6galement Stre constitud d'au moins un sel de terra rare complex^ par un 
compost macropolycydtque repondant d rune des formules II ou III chapr&s : 



10 




II 



III 



dans lesquels : 

-lecyde deformule 



wo 99n5896 ^ PCT/FR98/01976 



est I'm des ^des suivants : 



n = 0ou1 



1) 



WK jM — maoDcyde [NjOJ ou cycle (22) 
maoDcyde [NjOJ ou cyde (21) 




2) — N N — macrocydebisi>yricfine 



5 R* R' 

• Y est un groupe ou un bras d'espacement qui est constitu6 par un 
radical organique bivalent, choisi parmi les groupes aikyline lin^aires ou 
ramifies en Ci d Cm oontenant 6ventuellement une ou plusieurs doubles liaisons 
ou triples liaisons et/ou 6tant 6ventuellement interrompus par un ou plusieurs 

10 h6t6roatomes tels que I'oxyg^e, fazote, le soufre ou le phosphme, parmi les 
groupes cydoalkylene en Cs d Ca ou panni les groupes aryldne en 0$ d Ct4. 
lesdits groupes allcyl^ne. cydoalkylene ou aryl^ne dtant dventuellement 
substituds par des groupes allcyle, aryle ou sulfonate ; 

• Z est un groupe fonctionnel susceptible de se lier de fa^on covalente 
15 avec une substance iMologique ; 

- R est un groupe m^thyle ou reprfesente le groupe -Y-Z ; 
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* R' est I'hydrogtee ou un groupe -COOR" dans lequel R" est un 
groupe alkyle en Ci i Cio et reprteente de preference le groupe mSthyle, ithyle 
ou tertiobutyle ou bien R' est un groupe -CO-NH-Y-Z. 

De tels composes sont decrits par exemple dans le brevet EP 321 353. 
5 Dans la mdthode selon ^invention, ledit compos6 fluorescent peut etre 

lid au recepteur spddfique ou i la molecule porteuse soit directement. soit par 
rintennediainB d'un bras rfespacemenl 

Ce bras d'espacement est par exemple constitu§ par un radical 
organique bivalent, choisi parmi les groupes alkyldne lin6aires ou ramifies en 
10 Ci-C2o, contenant dventueilement une ou plusieurs doubles liaisons eVou 
eventueliement interrompus par un ou plusieurs heteroatomes, tels que 
I'oxygene, razote, le soufre ou le phosphore; les groupes carbamoyle et 
carboxamido ; les groupes cycloalkylene en CrCs et les groupes aryldne en Cr 
Ct4. lesdits groupes alkyldne, cydoalkyiene ou arylene etant eventueliement 
15 substituds par des groupes alkyle, aryle ou sulfonate. 

Dans un aspect prifM, on utilisera en tant que compost fluorescent 
donneur fid au recepteur spdcifique un cryptate d'europium et, en tant que 
moldcule porteuse ou compose fluorescent accepteur lie a ia molteule 
porteuse, I'allophycocyanine, rallophycocyanine B, un ddrivd d'aDophyoocyanine 
20 chimiquement modifid, la C phycocyanine. ia R phyco^anine et les cyanines. 

Dans un autre aspect avantageux, on utilisera en tant que compose 
fluorescent donneur fid au rdcepteur spddflque un cryptate de terbium et en tant 
que molecule porteuse ou composd fluorescent accepteur fid i la molecule 
porteuse, les rtiodamlnes, la thionine. la R phyco^anine, la 
25 phycoerythrocyanine, la C phycoerythrine, la B phycoerythrine. la R 
phycoerythrine et les cyanines. 

Des composds fluorescents utilisables dgalement comme composes 
accepteurs sont les complexes phycoblliproteine-peptide de liaison ddcrits dans 
la demande WO96/42016. 
30 Seton un autre de ses aspects, I'invention conceme dgalement un kit 

pour la ddtection et/ou la ddtermination de Tactivite phosphorylante d*un materiel 
biologique d fdgard d*un substrat contenant de la et/ou de ia sdrine et/ou de la 
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thrtonine, caract6ri$6 en ce qu*9 contient au moins une mol6cule porteuse k 
laquelle sont fixto de mani§re oovatente une plurality de peptides ou da 
polypeptides, identiques ou differents, et au moins un rteepteur spddfique 
desdits peptides ou polypepb'des phosphoryles, ledit r6cepteur 6tant Ii6 d au 

5 moins un marqueur luminescent ou un modulateur du signal d'^mis^. 

La mol^Ie porteuse est telle que dSfinie plus haut c'est-4<lire qu'elle 
peut dtre tuminescente de mani^re intrinsdque ou par liaison k au moins un 
marqueur luminescent ou un modulateur du signal d'§missioa 

Avantageusement, la molecule porteuse et le marqueur luminescent ou 

10 le modulateur du signal d'§misston lie au recepteur specifique de ce kit sont des 
composes fluorescents. 

Dans un aspect pr§f^re, le compose luminescent (marqueur luminescent 
ou modulateur du signal d'Smission) fift au recepteur sp6dfique et la molteule 
porteuse sont respectivement des composes fluorescents donneur et accepteur. 

15 Le compos6 luntinescent lid au recepteur specifique dans le kit selon 

nnvention peut §tre le cryptate d'europium Eu trisbipyridine ou le cryptate de 
terbium Tb trisbipyridine. 

Avantageusement, le kit selon finvention contient en outre un milieu 
tampon approprid, une source de phosphate non radiomarqud et des 

20 instructions pour la mise en oeuvre de la mdthode de detection et/ou de la 
ddtermination de ractivit6 phosphorylante d'un materiel biologtque deoite plus 
haul 

L'invention est illustree par Texemple d-apr&s. 

25 Example 1 : Detection de la phosphorylation du peptide SRC 

Le peptide SRC est un substrat de la tyrosine kinase du r^pteur du 
facteur de croissance epidermique, egalement denomm6 EGF pour "Epidermal 
Growth Factor^. Cast un peptide de 11 addes amines contenant un seut motif 
30 tyrosine et pr6sentant la structure suivante : 

[H]-Leu-lle-Glu>Asp-Ala*Glu-Tyr-Ala-Ala-Gly-[OH] 
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Les abr6viations utilises c^aprds $ont les suivantes : 
DTT = drthiotreitrol 

EuTBP = cryptate d'europium Eu trisbipyridine diamine 
BSA = s^rum albumine bovine 
5 IgG = immunoglobuline G 

MHS = mal6imidohexanoyl-N-hydroxy-sucQnimidester 

SPDP = N-sucxinimidyl 3(2i>yridyldithio)propionate 

SuifoSMCC = sulfosucdnimidyl 4-n-mai6imidom6thyl)cyclohexane. 

10 1) ConiuQaison de la moifecule luminescente porteuse luminescente avec le 
peptide substrat 

On utilise un derivd d'allophycocyanine chimiquement modifid (XUes. Cis 
bio international) dent le poids moleculaire 6leve autorise son marquage par de 
nombreux peptides poss6dant chacun un site de phosphorylafion. 

15 

a) Activation de XUss par SPDP 

A 6 mg d' XLees ^ 3,45 mg/ml dans un tampon phosphate 100 mM 
pH 7fi, on ajoute une solution de 80 mM de SPOP dans r^thanol absolu dans 
una preparation de 60 moles d'activateur par mole de XLees- 

20 Apr^s 30 minutes d'activation d temperature ambiante on ajoute une 

solution de 200 mM de DTT dans un tampon phosphate 100 mM pH 7,0 dans 
une proportion de 5 moles de reducteur par mole d'activateur. 

Apres 15 minutes a temperature ambiante. les produits reactionnels 
indesirables sont elimines par chromatographie d'exdusion-difftision sur 

25 colonne gel G25 superfine dans un tampon phosphate 100 mM pH 6,5, EDTA 
5 Mm. 

Le produit est conserve d 4X avant couplage. 
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b) Activation du peptide par te MHS 

A 4 mg de peptide (2,6 pmoles), on ajoute une solution 220 itiM de MHS 
dans I'acdtonitrile dans une proportion de 4 moles d'activateur par mole de 
peptide. 

5 Apres 30 minutes d temperature ambiante. les produits rSactionnels 

indesirables sont 6limin6s par chromatographie d'exdusion-diffusion sur 
colonne gel Superdex 30 ® (PHARMACIA) dans un tampon phosphate 100 mM 
pH7.0. 

10 c) (^uplaoe peptide-maleimide /XU6i;*SH 

De fagon similaire d celle ddcrite plus haut, on fait reagir les fondions 
mal6imides avec les fondions thiols fixtes sur la XL^s dans des proportions 
molaires de 100 peptide par XLees* 

Apr§s 18 heures d'incubation d 40*C et blocage des groupements thiols . 
15 (dventuellement rest^s libres) par N-ethytma!6imide» le peptide non couple est 
6limin6 par diromatographie d'exdusion-diffusion sur colonne TSK 3000 SW 
(MERCK) en tampon phosphate 100 mM pH 7,0. 

On obttent un conjugu^ comportant entre 20 et 40 peptides par molteule 

Xlees. 

20 

2) PrSoaration du coniuoue anticoros anti-Phosphotvrosine/cfvptate d'Eurppium 
Eu trisbipvridine 

a) Activation des IgG PY20 par le SPDP 
25 5 mg d'IgG PY20 (Transdudion Laboratories) d raison de 10 mg/ml dans 

un tampon phosphate 100 mM, pH 7,0 sont adives par rajout tfune solution de 
SPDP (Pierce. USA) a raison de 6,4 mM dans du dioxane dans un rapport 
molaire de 7,5 SPDP par IgG P420. 

Apr6s 35 min d'adivation i temperature ambiante, rigG pyridine-2-thione 
30 est purifi6e sur colonne G25 superfine dans un tampon phosphate 100 mM, 
EDTASmM, pH6,5. 
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Les prot§ines sont concenMes et les groupes 2i>yridyl disulfides sont 
rMuits par une solubon de DTT (Sigma, USA) ayant une concentralion finale de 
19 mM pendant 15 min d temperature ambiante. Le DTT et la pyridine*2-thione 
sont iliminte par purification sur colonne 625 superfine en tampon phosphate 
5 100 mM, EDTA 5 mM, pH 6.5. La concentration en IgG-SH est d6temun6e A 

280 nm avec un e280nm do 210 000 M"^ cm"\ 

b) Preparation des conjugues IgG PY20-EuTBP 
A 5 mg (5 moles) de Eu TBP (oyptate d'Europium Eu trisbipyridine 
10 diamine pr6par6 comma dgcrit dans le brevet EP 321 353. ecemples 3 et 4 ?) 
est ajoutee une solution d 25 mM de sulfo^MCC. en tampon phosphate 20 mM. 
dimethylfomnamide 10 % (v/v pH 7.0) dans une proportion de 2,5 moles 
d'activateur par mole de Eu TBP. 

Apr^s 45 min d'activation a temperature ambiante. le milieu rgadionnel 
15 est filtrd i 0.8 pm afin d'eiiminer te preciprte eventueilement form& Les produits 
r&actionnels ind6sirables (sulfo-SMCC. N-hydroxysucdnimide, adde 
(N-mal6imidomethyl)cart>oxylique) sont elimines par chromatographie 
Schangeuse rfions sur colonne Mono Q (Phannacia. SuMe) en tampon 
phosphate 20 mM dim6thylfonmamide 10 % (v/v). pH 7.0 sous choc de NaCI. La 
20 concentration en Eu TBP malfeimide est d§tennin6e d 307 nm avec un 8307 nm 

de 25 000 M'^cm"^ ainsi que le rapport A307nrT/A280nm. 

De fa9on similaire a celle decrite plus haut, on fait reagtr les fonctions 
maleimides avec les fonctions thiols fixes sur Tanticorps. dans des proportions 
molalres variant de 10 d 30 Eu TBP mal6imide par IgG PY20-SH. 

25 Aprds 18 heures dincubation a 4X et blocage des groupements thiols 

(eventuellement restes libres) par N-ethylmaleimide. le Eu TBP non couple est 
eiimine par dialyse en tampon phosphate 100 Mm pH7.0 d 4X jusqu^i 
epuisement (plus de fluorescence dans les bains de dialyse). 

Les caracteristiques du conjugue sont determinees par ses absorptions 

30 & 307 nm et e 280 nm en utilisant les valeurs suivantes en tenant compte de 
rabsorption propre du oyptate detenninee par le rapport A307nnr/A280nm- 
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Eu TBP*mal6imide : 
e3O7nm = 25000M^*cm'^ 

A307nn/A260nm = d6tenminee exp6rimentalemenL 
IgG PY2b^H : 
5 e280nm = 210000M"^cm-^ 

3) Phosphorylation 

Oes cellules A431 (SIGMA) contenant un r^cepteur de I'EGF sent 
pr^ctiv6es 10 min i temperature ambiar>te par de TEGF. Le tampon de 
10 phosphorylation est un tampon TRIS/MES 60 mM, pH7.4 contenant 30 pM 
d'ATP, 50 mM de Mg^ et 10 mM de Mn*". 

On ajoute successivement dans les puits « essais » d'une microplaque i 
96puits: 

- 10 Id de cellules A431 pr6acBv6es. 
15 • 10 pi de conjugud XUes-peptides SRC 

- 30 pi de tampon de phosphorylation. 

Dans les putts « blancs » servant de controle, on introduit 10 pi de 
conjugud tampon XLees^peptides et 40 pi de tampon de phosphorylation. On 
tncube ensuite 30 min i temperature ambiante. 

20 

4) R6v6lation 

On ajoute successivement dans chaque puits de la microplaque : 

- 50 pi d'anticorps/antHphosphotyrosine marque au cryptate Eu trist»pyride 
* 100 pi de tampon phosphate 0,1 M ; pH 7 ; KF 0.4 M ; BSA 0,1 %. 

25 Apres incubation 30 min d temperature ambiante, la lecture de la 

fluorescence est effectuee a 620 nm et 665 nm a I'aide d'un fluorimetre a laser 
prototype, dterit d-apr^s : 

Un laser pulsd d azote (LASER SCIENCE INC., moddle LS1-337ND) est 
utilise comme source d'excitation (longueur d'onde i 337,1 nm). La dur6e des 

30 pulsations est specifi6e & 3 nanosecondes et est r6petee sous une frequence 
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de 10 Hertz. Le faisoeau passe h travers un filtre (CORNING) afin d'eKminer 
toute lumidre parasite d rexdtation autre que 337 nm. 

Aprds gtre rentrd dans la chambre de mesure, le faisceau est r6fl6chl par 
un filtre dichroique. p!ac6 i 45 degr6s, qui a la propri6t6 de refl6chir les 

5 ultraviolets et de pouvoir transmettre la tumi6re visible. 

Le faisceau r6fl6chi par le filtre dichrolque est focalisd sur le purts i 
mesurer d'une microplaque par une lenblle en silice fondue. L'^mission de 
fluorescence est collect^e selon un angle solide de 20 degr§s, colIimatSe par la 
meme ientille, et passe directement d travers le filtre dichrolque (fluorescence 

10 en lumi^re visible). 

Un filtre interferentiel de caract^ristiques definies selon la longueur 
d'onde de fluorescence i detecter. pennet de se dSbanrasser des lumieres 
pouvant parasiter le signal, dont Pintensitd est ensulte mesur6e par un 
photomuH^Ocateur (HAMAMATSU R2949). 

15 Le compteur de photons utiiis6 est un SR'400 (STANFORD RESEARCH 

SYSTEMS), dont les operations et la synchronisation avec le laser sont 
contr6l6es par un ordinateur de type IBM PC-AT via une sortie RS 232. Les 
pulsations provenant du photomultiplicateur sont enregistrdes pendant une 
fenfttre de temps (tg) et aprfes un d6lai (t^j) determines A condition qu'elles 

20 soient superieures d un niveau discriminant seiectonnS par le compteur de 
photons afin d'optimiser le rappoit signal/bniit du photomultiplicateur. 

Une table X-Y, pilotee par riBM P&AT. pennet les differents 
pos'rtionnements de la microplaque de mesure par des moteurs pas a pas, 
induant les manoeuvres de chargement de positionnement sous le faisceau 

25 exdtant, de lecture automatique en sequentiel des 96 puits, et de sortie. 

La fluorescence emise par le conjugue XLees-peptides SRC est mesuree 
i raide du fluorimetre prototype equtpe d'un filtre a 665 nm de 10 nm de largeur 
e mt-hauteur. pendant 400 \}S et avec un deiai de 50 ps. 

Les rfrsuKats sont representes sur le graphe de la figure 1, dans lequel 

30 raxe des ordonn6es donne le taux de phosphorylation et I'axe des abscisses 
donne la ooncentretion en conjugue XLees-peptides SRC. 
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Le taux de phosphorylation est exprime par la variable DR = R^chantillon' 
Rblanc* ^ 1^ rapport des signaux d'imission d 665 nm et d 620 nra 

La concentration en conjugu6 XLees-peptides SRC est exprimte en nM 

deXUss. 

5 Les resultats montrent que raugmentation du taux de phosphorylation 

est corr§l6e d I'augmentation de la concentration de conjugue XL665i>eptides 
SRC. 



wo 99/15896 18 



PCr/ro98A)I976 



REVENDICATIONS 

1. Mdthode homogtoe pour la d6tedion etfou ia diterminafion de ractivit6 
phosphorylante d'un matfiriel biologique d regard tfun substrat oontenant de la 

5 ^sine eVou de la serine et/ou de la threonine, caract6ris6e en oe que (edit 
materiel biologique est mis en contact avec une pturaEti de peptides ou de 
polypeptides contenant de la tyrosine et/ou de la serine et/ou de la thrtenine, 
identiques ou diffirents, li§s de maniftre covalente d une molecule porteuse. en 
presence d*une source de phosphate non radiomarqu6 et des recepteurs 

10 sp6cifiques desdits peptides ou polypeptides phosphoryles, et en ce que la 
detection et/ou la detemnination de ractivit6 phosphorylante est effedu^e par 
mesure d'un signal d'emission, tedit signal Remission resultant d'une intdraction 
entre ladite mol6cule porteuse constituee par une molecule luminescente ou 
une molecule non luminescente li§e i au moins un marqueur luminescent ou un 

15 modulateur du signal d'emission et lesdits recepteurs sp^ctfiques i&s d au moins un 
marqueur luminescent ou un modulateur du signal Remission. 

2. M6thode selon la revendication 1, caract6ris6e en ce que la detection 
et/ou la ddtermination de I'acBvite phosphorylante est effedute par mesure du 
signal d'emission resultant du transfert tfdnergie entre les marqueurs 

20 luminescents ou les modulateurs du signal d'(§mission fi6s aux r&oepteurs 
sp^dfiques des peptides ou polypeptides phosphoryles et la molteule porteuse. 

3. Methode selon rune des revendications 1 ou 2 caracterisde en ce que ia 
molecule porteuse luminescente est une molecule fluorescente ou une molteule 
non fluorescente Ii6e i au moins un marqueur fluorescent ou d au moins un 

25 modulateur du signal d*6mission. 

4. Methode selon Tune quelconque des revendications 1^3, caractiris6e 
en ce que le marqueur luminescent ou le modulateur du signal d'dmission lid au 
rdcepteur sp6dfique est un compost fluorescent 

5. Mdthode selon rune quelconque des revendications 1 d 4. caractdriste 
30 en ce que le recepteur sptofique est lie i un compost fluorescent donneur et la 

molecule porteuse est une mol6cule fluorescente accepteur ou est Ii6e & un 
compost fluorescent accepteur. 
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6. M6thode selon l*une queloonque des revendications 1 d 5. caract6risee 
en 06 que le ricepteur sptofique est U d un compost fluorescent accepteur et 
la moltoile porteuse luminescente est une moiteule fluorescente donneur ou 
est lite a un oompos6 fluorescent donneur. 
5 7. Mdthode selon I'une queloonque des revendications 1^6, caraddrisie 
en ce que la quantit6 de peptides ou polypeptides His de manidre oovalente i la 
molecule porteuse luminescente est de 2 d 1000. 

8. MSthode selon Tune queloonque des revendications 1^7. caracteriste 
en ce que le ricepteur spta'fique est lie i un chelate, un oyptate ou un 

10 complexe macrocydique d*ion terre rare. 

9. Methods selon la revendication 8, caractdriste en oe que le rteepteur 
spddfique est lid d un chelate, un oyptate ou un complexe macrocydique 
tfeuropium, de terbium, de dysprosium, de samarium ou de ndodynium. 

10. Mdthode selon la revendication 9. caracterisde en ce que le rtopteur 
15 spMfique est lid k un oyptate de ten^ rare constitu6 d*au moins un sel de terre 

rare complex6 par un compose maoopolycydique de fonnule 




dans laquelle Z est un atome ayant 3 ou 4 valences, R est rien ou represente 
2^ rhydrogtae. le groupe hydroxy, un groupe amino ou un radical 
hydrocarbon^, les radicaux bivalents 0. @et (g).sont inddpendamment Fun 
de I'autre des cha!nes hydrocarbondes qui contiennent dventueOement un ou 
plusieurs hdtdroatomes et sent dventuellement interrompues par un 
hdteromaoocyde. au moins fun des radicaux @), ® et © compoitant de plus 
25 au moins un motif molteulaire ou dtant essentiellement constitu6 par un motif 
molteulaire. ledtt motif moldculaire possedant une dnergie de triplet supdrieure 
d celle du niveau emissif de I'ion de terre rare complex^ 
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11. M6thode selon la revendication 10. caract£ris6e en ce que le composd 
fluorescent 116 au rftcepteur spidfique est un cryptate de terre rare oonsfitu6 de 
Tton terbium ou europium complex^ par fun des composes rhacrocycCques ci- 
aprds: 

5 (22)phenanthronne ; (22)ph6nanthroline amide; (22)anlhrac6ne ; 

(22)anthrac6ne amide; ^)t)Hsoquinol6ine ; ^)t)ipMnyl-bis-pyridine ; 

(22)bipyridine ; ^)bHpyridir^ amide ; les macropolycydes tris-bipyridtne» tris- 

ph6nanthroline, ph6nanthroline-bis-bipyridine. bi-isoquinol6ine-bls4)ipyridine. 

bis-bipyridine diphenylbipyridine. 
10 12. Mdthode selon la revendication 1 1 , caracteris^e en ce que ledit compost 

fluorescent est le cryptate d'europium Eu trisbipyridine. 

13. M^thode selon Tune quelconque des revendications 1 i 12, caract6ri$6e 
en C8 qu'on utilise un cryptate d'europium en tant que compost fluorescent 
donneur lid au recepteur sp^flque et en tant que nfu>l6cuie porteuse ou 

15 compost fluorescent accepteur U d la moldcule porteuse. raliophycocyanine. 
rallophycocyanine B, les derives d'allophycyanine chimtquement modifies, la C 
phycocyanine. la R phycocyanine et les cyanines. 

14. M6thode selon Tune quelconque des revendications 1 d 12, caractMs6e 
en ce qu'on utilise un cryptate de terbium en tant que compos6 fluorescent 

20 donneur 116 au r6cepteur sp6cifique et, en tant que mol6cule porteuse ou 
oompos6 fluorescent accepteur Ii6 i la moI6cule porteuse, les rhodamines, la 
tlvonine, la R phycocyanine, la phycoerythrocyanlne, la C phycoerythrine, la B 
phycoerythrine, la R phycoerythrine et les cyanines. 

15. M6thode selon rune des revendications 1 d 14, caract6ris6e en oe que le 
25 compos6 fluorescent donneur Ii6 au recepteur spteifique est te cryptate 

tfeuropium Eu trisblpyridirie ou le cryptate de teibium Tb trisbipyridine. 

16. M6thode selon Tune quelconque des revendications 1615, caracl6ris6e 
en ce que les r6cepteurs sp6cifiques sont choisis panni les anticorps 
polydonaux et monodonaux. 

30 17. KK pour la d6tection et/ou la d6tennination de ractivit6 phosphorylante 
d\in mat6riel biotogique 6 regard d'un substrat contenant de la et/ou de la 
s6rine et/ou de la threonine, caracterise en ce qu'il contient au motns une 
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molecule porteuse a taquelle sent fix6s de maniere covalente une pluraGtt de 
peptides ou de polypeptides, identiques ou differents, et au moins un rteepteur 
sp6dftque desdits peptides ou polypeptides phosphorylte, ledit rteepteur 6tant 
B6 d au moins un marqueur ou un modulateur du signal d'imission. 
5 18. Kit selon la revendication 17, caract§ris6 en ce que la molteule porteuse 
et la mol6cule tuminescente marqueur du r6cepteur spteifique sont des 
molecules fluorescentes. 

19. Kit selon la revendication 18. caract6ris§ en ce que le marqueur 
luminescent ou le modulateur du signal d'6mission li§ au recepteur sp6dfique et 

10 la molecule porteuse sont respectivement des molecules fluorescentes donneur 
etaccepteur. 

20. Kit selon Tune quetconque des revendications 17 a 19, caractdrisS en ce 
que le compose luminescent lie au recepteur sp6ctfique est le cryptate 
tfeuropium Eu trisbipyridine ou le cryptate de terbium Tb trisbipyridine. 

15 21. Kit selon Tune quelconque des revendications 17 & 20. caract6ris6 en ce 
qu*il contient en outre un milieu tampon approprie, une source de phosphate 
non radiomarqu6 et des instructions pour la mise en oeuvre de la m6thode 
selon rune quelconque des revendications 1 d 16. 
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